




























    


















 第一節 自閉症スペクトラム障害(ASD) 
 第二節 オキシトシン(OXT) 
 第三節 オキシトシン受容体(OXTR) 
 第四節 本研究の目的 
 
第一部 OXT シグナルが社会性を制御する領域についての解析 
 
第二章 社会刺激時の脳内活性化解析 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 
  第三節 実験結果 
 
第三章 脳領域特異的 OXTR 改変マウスにおける社会行動解析 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 
  第三節 実験結果 
 
第四章 脳領域、及びニューロン種特異的 OXTR 改変マウスにおける 
社会行動解析 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 
  第三節 実験結果 
 
第五章 OXTR 発現ニューロンからなる社会性制御神経回路の解析 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 





第二部 OXT シグナル異常が ASD を呈するメカニズムについての解析 
 
第六章 OXTR 欠損マウスにおけるミクログリア形態解析 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 
  第三節 実験結果 
 
第七章 ミクログリア抑制剤投与による OXTR 欠損マウスの行動評価 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 
  第三節 実験結果 
 
第八章 OXTR 欠損がミクログリア活性化を呈するメカニズム解析 
  第一節 諸言 
  第二節 実験方法 






































































































































 オキシトシン(OXT)は全長 9 アミノ酸からなる下垂体後葉性のペプチドホル




















はさらに、先述のような向社会性の効果を利用した OXT と ASD の関連にも注
目が集まっている。 
最近の研究では、OXT またはプラセボを 12 から 19 歳の ASD 男児に投与した
結果、OXT投与によって全ての ASD患者において表情の読み取りが改善され、






唆している。実際に ASD を患う子供は健康な子供と比較して血漿中の OXT 濃











































 オキシトシン受容体(OXTR)は七回膜貫通型の G タンパク質共役型受容体に
属した受容体である。OXTRはGqとホスホリパーゼCの両方と共役している。
















いる。近年では、この Oxt-Oxtr システムが担う社会性行動に Oxtr の一塩基多
型(SNPs)が密接に関連することが注目されている。 
ヒトでは、Oxtr は 17Kb の長さで 3p25.3 に位置しており、4 つのエクソンと 3
つのイントロンを有している。この中に、10以上のSNPsが確認されており[26]、
その多くはイントロンに存在している。例えば、Oxtr の rs53576 の SNP は”
Reading the mind in the eyes test”による解析から、社会行動の一種である
Empathy が増加することが報告されている[27]。また、Oxtr の rs2254298 の
SNP は高いレベルの社会的不安を示し、ストレスに対して脆弱になることが示
されている[28]。一方で、Oxtr における SNPs の中では疾患のリスク変異とし
て考えられるものも存在し、ASD と関連を持つ SNPs も知られている。これま
でに、中国人とコーカサス人種での解析から Oxtr と ASD の遺伝的な関連が観
察されている[29] [30]。さらに、近年の研究から日本人の ASD 患者と Oxtr の
rs2254298 をはじめとする複数の SNPs の間に関連があることが示されている
[31]。このように Oxtr と社会行動や ASD との関連が着目されているが、さら






PSD95 の発現低下[34]といった ASD 様の症状も明らかになっている。 
このように Oxtr 欠損マウスは ASD 様の解剖学異常及び行動学的異常が多くみ
られるため、ASD モデルマウスとして広く研究に用いられている。これらヒト


































 これまで ASD に対する有効な治療薬は創薬されてこなかったが、最近の研究
から、OXT-OXTR システムが ASD 病態、特に社会性の制御に対して重要な機









































































ある Venus の遺伝子を組み込んだマウス)の解析によって OXTR が広範な脳領




































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した




1-1.マウス尾からの DNA の抽出 
 離乳時(生後 3 週間)のマウスは、耳にパンチングを行い個体識別した。このマ
ウスの尾について、外科用ハサミで 5 mm～10 mm 切断し 1.5 ml マイクロチュ
ーブに各々入れた。これに Tail Lysis Buffer [50 mM Tris (pH7.5), 50 mM 
EDTA (pH 8.0), 100 mM NaCl, 5 mM DTT, 0.5 mM spermidine, 1% SDS]を
500 µl、Proteinase K (Merck; 20 mg/ml)を 10 µl 加え、58℃で一晩振盪、イン
キュベートして尾を溶解させた。次に、15,000 rpm で 7 分間遠心して非溶解物
を沈殿後、上清を 500 µl の Isopropanol に加えた。軽く撹拌し DNA が析出し
たらガラスのスパーテルを用いて DNA を回収し 750 µl の 70% Ethanol でリン




 Oxtr KO マウスの遺伝子型の決定 
 〈プライマー〉 
  Pr.N248: 5’-CTGGG GCTGA GTCTT GGAAG-3’ 
Pr.N247: 5’-GTTGG GAACA GCGGT GATTA-3’ 
    Pr.M55: 5’-GGCTC AGGCT TTCTC TACTT-3’ 
〈反応系〉 
    DNA: 1 µl 
    Quick taq (TOYOBO): 5 µl 
    dH₂O: 2.5 µl 
    Primer (12.5 µM): 0.5 µl ずつ 3 種類 
〈反応条件〉 
  94℃ 10 min 
    ↓ 
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94℃ 30 s→58.1℃ 30 s→68℃ 1 min   を 35 cycles 
↓  
68℃ 5 min 
この反応系によって、野生型マウスでは 365 bp、Oxtr KO マウスでは 450 bp












[2,2,2-tribromoethanol (Aldrich) 10g と tertially-amyl alcohol/pentyl alcohol 
10mg を PBS で 50 倍希釈]をマウス腹腔内に注射し、麻酔を施した。十分に麻
酔した後、マウスの心臓を露出させ左心室にポンプ接続した針を刺し、右心房
をハサミで切断、ポンプにて生理食塩水を全身に灌流させた。生理食塩水を十
分に灌流させた後、4% paraformaldehyde (in 0.1M PB)を 15 分間灌流させ、全
身の固定を行った。脳を取出し、4% paraformaldehyde (in 0.1M PB)で一晩後









4℃で保存した脳切片を染色に使用した。サンプルを PBS で 10 分間 3 回洗浄
した後、PBST[0.3% Triton X/PBS]で 30 分間透過処理し、Blocking buffer[5% 
normal horse serum/PBST]で 30 分間ブロッキングした。その後、一次抗体 
rabbit anti-pS6 antibody (Cell Signaling)を1:400にBlocking bufferに希釈し、
4℃で一晩反応させた。PBS で 10 分間 3 回洗浄後、二次抗体 Alexa488 goat 
16 
 
anti-rabbit IgG antibody (Life Technologies)を 1:400にBlocking bufferに希釈
し、遮光条件下で 22-24℃で 2 時間反応させた。対比染色として DAPI (4’,6- 
diamidino-2-phenylindole) を用いた。PBSで遮光条件下で 10分間 3回洗浄後、








































































 A,B:野生型マウス (n=6) 
















Fig.2 MeA における社会刺激時の神経活性化解析 
 A,B:野生型マウス (n=6) 









































































































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した




1-1.マウス尾からの DNA の抽出 
 前章と同様にしてマウス尾から DNA を抽出した。 
 
1-2. PCR 法による遺伝子型の決定 
 Oxtr fx/fx マウスの遺伝子型の決定 
〈プライマー〉 
Pr.N247: 5’-GTTGG GAACA GCGGT GATTA-3’ 
    Pr.M55: 5’-GGCTC AGGCT TTCTC TACTT-3’ 
〈反応系〉 
    DNA: 1 µl 
    Quick taq (TOYOBO): 5 µl 
    dH₂O: 3 µl 
    Primer (12.5 µM): 0.5 µl ずつ 2 種類 
〈反応条件〉 
  94℃ 10 min 
    ↓ 
94℃ 30 s→58.1℃ 30 s→68℃ 1 min  を 35 cycles 
↓  
68℃ 5 min 
この反応系によって、野生型マウスでは 549 bp、Oxtr fx/fx マウスでは 655 bp















基点となる bregma 部分、および lambda 部分にインジェクション針をあてて頭
部が水平であるかの最終確認を行った。頭部を水平に固定した後、bregma 部















 マウスは 10 週齢の Oxtr fx/fx マウスを用いた。インジェクション領域は MeA
とした。bregma からの距離はそれぞれ、x=±1.9mm, y=-1.4mm, z=5.3mm と




 マウスは 10 週齢の Oxtr KO マウスを用いた。インジェクション領域は MeA
とした。bregma からの距離はそれぞれ、x=±1.9mm, y=-1.4mm, z=5.3mm と







つの区画に分けられたケージを使う Three chamber test を用いた。試験マウス
をケージに 10 分間導入した後(1st stage)、左右どちらか一方に既知マウスとな
る Familiar マウスをワイヤーケージに入れ導入、10 分間試験マウスを自由探索
させ、Familiar ケージと Empty ケージに対する探索時間をそれぞれ測定するこ
とで社会性(sociality)を評価した(2nd starge)。その後、もう一方に新規マウス
となる Stranger マウスを導入し、10 分間試験マウスを自由探索させ Familiar
ケージとStrangerケージに対する探索時間をそれぞれ測定することで新奇社会
性(social novelty)を測定した(3rd stage)。各マウスの探索時間は ANY MAZE 
(Stoelting)を用いて解析した。正常な新奇社会性を示すマウスでは既知マウスで
ある Familiar マウスよりも新奇マウスである Stranger マウスへの興味が強く
なるため探索時間が増加するが、新奇社会性が低下しているマウスでは
Familiar マウスと Stranger マウスの探索時間に差がなくなることが知られて
いる。 




 統計解析は GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software)を用いて解析





















 第二章の結果より、MeA,LS における OXT シグナルが社会性に重要であるこ
とが示唆された。そこで先ず始めに、この中でもより有意な差の見いだされた
MeA に着目し解析を行うこととした。免疫染色によって得られた結果を踏まえ
遺伝子改変マウス、ウイルスベクターを用いて、MeA 特異的 Oxtr 遺伝子改変
マウスを作製しその社会行動を解析することで、社会性を評価した。 
 まず、MeA 特異的 Oxtr 欠損マウスを作製した。これには Oxtr の遺伝子座を
二つの loxP配列で挟み込んだOxtr fx/fxマウスと AAV-creベクターを用いて作
製を行った。Oxtr fx/fx マウスの MeA に AAV-cre ベクターをインジェクション
することで、cre-loxP システムによって MeA 特異的に Oxtr 遺伝子を欠損させ
ることが出来る。このマウスに対し社会行動試験系として用いられている three 
chamber test を行い、社会性を評価した。コントロールとして Oxtr fx/fx マウ
スの社会性を評価した。その結果、social novelty では Oxtr fx/fx マウスにおい
て Stranger ケージに対する探索時間が有意に増加したのに対し、MeA 特異的
Oxtr欠損マウスでは Familiarケージと Strangerケージに対する探索時間に有





ウスの社会性を評価した。その結果、social novelty では Oxtr 欠損マウスにお
いて Familiar ケージと Stranger ケージに対する探索時間に有意な差が認めら
れなかったのに対し、MeA 特異的 Oxtr 発現マウスでは Stranger ケージに対す
る探索時間が有意に増加した(Fig.5)。この結果より、この群では social novelty
が改善していることが示唆された。 















































































































 前章までに MeA に発現する OXTR が新奇社会性の制御に重要であることが





して抑制性ニューロンはほとんどが GABA ニューロンである。また、MeA には































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した




1-1.マウス尾からの DNA の抽出 
 前章と同様にしてマウス尾から DNA を抽出した。 
 
1-2.PCR 法による遺伝子型の決定 
 ①Oxtr-Venus マウスの遺伝子型の決定 
〈プライマー〉 
Pr.N247: 5’-GTTGG GAACA GCGGT GATTA-3’ 
    Pr.M55: 5’-GGCTC AGGCT TTCTC TACTT-3’ 
〈反応系〉 
    DNA: 1 µl 
    Quick taq (TOYOBO): 5 µl 
    dH₂O: 3 µl 
    Primer (12.5 µM): 0.5 µl ずつ 2 種類 
〈反応条件〉 
  94℃ 10 min 
    ↓ 
94℃ 30 s→58.1℃ 30 s→68℃ 1 min  を 35 cycles 
↓  
68℃ 5 min 
この反応系によって、野生型マウスでは 549 bp、Oxtr-Venus マウスでは 655  
bp に増幅産物が得られる。これを 2% アガロースゲルで電気泳動し、EtBr で
染色することで、遺伝子型を決定した。 
 
 ②Vgat-IRES-cre マウスの遺伝子型の決定 
〈プライマー〉 
  Pr. Vgat-IRES-SF: 5’-CTTCG TCATC GGCGG CATCT G-3’ 
  Pr. Vgat-IRES-SR: 5’-CAGGG CGATG TGGAA TAGAA A-3’ 
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    Pr. Vgat-IRES-FR: 5’-ATCGA CCGGT AATGC AGGCA A-3’ 
〈反応系〉 
    DNA: 1 µl 
    Quick taq (TOYOBO): 5 µl 
    dH₂O: 2.5 µl 
    Primer (12.5 µM): 0.5 µl ずつ 3 種類 
〈反応条件〉 
  94℃ 5 min 
    ↓ 
94℃ 30 s→55℃ 30 s→68℃ 1 min  を 35 cycles 
↓  
68℃ 2 min 
この反応系によって、野生型マウスでは 300 bp、Vgat-IRES-cre マウスでは 800  





前章と同様にして脳をサンプリングし、後固定を行った。その後 30% sucrose 










4. In situ hybridization 
4-1.RNA 抽出 
 成獣齢の C57/BL6J マウスの脳を取得し、ドライアイスとアセトンにより凍
結し、使用するまで－80℃で保存した。TRIzol Reagent (Invitrogen)を組織重
量 100 mg あたり 1 ml 加え、ポリトロンにより組織をホモジナイズし、室温で
5 分間放置した。クロロホルムを 200 µl 加え激しく撹拌後、室温で 3 分間放置
した。その後、12000×g、4℃で 15 分間遠心後、上清を新しい 1.5 ml チューブ
33 
 
に回収し、この上清に 500 µl の Isopropanol を加えて激しく撹拌後室温で 10
分間放置した。12000×g、4℃で 15 分間遠心し、上清をデカンテーションによ
り取り除き、70% Ethanol で沈殿を洗浄した。7500×g、4℃で 7 分間の遠心後、




 1 µg の Total RNA を 20 µl の系で逆転写反応を行った。逆転写反応はまず、
Total RNA 溶液に 2 µl の 5×gDNA Eraser Buffer(TaKaRa)と 1 µl の gDNA 
Eraser(TaKaRa)を加え、DEPC 水で 10 µl にフィルアップし、室温で 5 分間イ
ンキュベートすることでgDNAを除去した。次に、4 µlの5×PrimeScript Buffer 
(for Real Time) (TaKaRa)と 1 µl の PrimeScript RT Enzyme Mix 1(TaKaRa)、
RT Primer Mix(TaKaRa)、4 µl の DEPC 水を加え、37℃、15 分間の反応を行
い、85℃、5 秒間のインキュベートで反応を停止させ、これを cDNA とし、使
用するまで－80℃で保存した。 
4-3.プローブ作製 




作製した cDNA を用いて PCR を行った。 
 〈反応系〉 
   cDNA:1 µl 
      5x PrimeSTAR GXL Buffer:10 µl 
      dNTP Mixture:4 µl 
      PrimeSTAR GXL DNA Polymerase:1 µl 
      Primer (12.5 µM):1 µl ずつ 2 種類 
   dH₂O:32 µl 
〈反応条件〉 
  98℃ 5 min 
    ↓ 
98℃ 10 s→55℃ 15 s→68℃ 1 min  を 30 cycles 
↓  
68℃ 2 min 
  PCR によって増幅された産物の両端をプライマーに付加した制限酵素サイ






 このプラスミドから、検出する mRNA のアンチセンス鎖を合成し、プローブ
とした。アンチセンス鎖の 3‘側に対応する制限酵素サイトでプラスミドを切断
し 、 DIG ラ ベ リ ン グ を 行 っ た 。 RNase の 混 入 を 避 け る た め
Diethylpyrocarbonate(DEPC)処理した水及び試薬を用いて操作した。 
 〈反応系〉 
   切断プラスミド:5 µl 
   10x 濃縮 NTP labeling Mix:4 µl 
      10x 濃縮転写用 Buffer:4 µl 
      RNase Inhibitor:2 µl 
      RNA polymerase:4 µl 
      DEPC-H2O:21 µl 
 〈反応時間〉 
   37℃ 2 hour 
 この操作により得られた産物を 13 ml の Hybridization buffer[50% 
Formamide, 5xSSC, 1% SDS, 500 µg/ml tRNA, 200 µg/ml acetylated BSA, 
50µg/ml heparin]に入れプローブとして用いた。使用するまで－80℃で保存し
た。 
4-4. In situ hybridization による mRNA 検出 
作製したスライド上で In situ hybridization を行った。In situ hybridization
は RNA を扱う実験であり、RNase の混入を避けるため DEPC 処理した水及び
試薬を用いて操作した。サンプルを 4% paraformalde hyde (in 0.1M PB)で 15
分固定後、DEPC 処理 PBS で 5 分間、3 回洗浄後、Detergent Mix [1% Nonidet 
P-40, 1% SDS, 0.5% Deoxycholate, 50mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 
8.0), 150mM NaCl]で 30 分間、2 回浸透処理、DEPC 処理 PBS で 10 分間洗浄
し、プローブの入った Hybridization buffer を用いて 70℃、一晩反応させた。
翌日、Solution X [2x SSC, 50% Formamide, 1% SDS]を 70℃で 45 分間、3 回
浸透処理し、TBST [1% Tween 20/TBS]で 15 分間洗浄した。その後、Blocking 
Buffer[10% Normal Sheep Serum/TBST] により 60 分ブロッキングを行い、
DIG 抗体を 2 時間反応させた。TBST で 15 分間 3 回、0.1M Tris-HCl (pH 8.2)
で 10 分洗浄後、Fast red で 3 時間反応、発色させ PBS で 10 分間 3 回洗浄し、
Fluoromount (Diagnostic BioSystems)で封入した。試料は共焦点レーザー顕微








 一次抗体：rabbit anti-GFP antibody (MBL) 1/1000 







7. AAV-FLEX-Oxtr ベクターのインジェクション 
 
 マウスは 10 週齢の Oxtr -/-;Vgat-IRES-cre マウスを用いた。インジェクショ
ン領域は MeA,LS とした。bregma からの距離はそれぞれ、x=±1.9 mm, y=-1.4 
mm, z=5.3 mm(MeA),x=±0.3 mm,y=0.2 mm,z=2.5 mm(LS)とした。ウイルス
の投与量は 1µl とし、10 分間かけてインジェクションした。 
 
8. AAV-rFLEX-Oxtr ベクターのインジェクション 
 
 マウスは 10 週齢の Oxtr -/-;Vgat-IRES-cre マウスを用いた。インジェクショ
ン領域はMeAとした。bregmaからの距離はそれぞれ、x=±1.9 mm, y=-1.4 mm, 









 統計解析は GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software)を用いて解析







 まず、GABA ニューロンに発現する OXTR の新奇社会性への寄与を解析する
ために GABA ニューロン特異的 OXTR 欠損マウスを作製することとした。小胞
性 GABA 輸送体(Vesicular GABA transporter:Vgat)の遺伝子座の下流に cre を
挿入したマウス(Vgat-IRES-cre マウス) [35]と Oxtr fx/fx マウスを交配させ、
GABA ニューロン特異的 OXTR 欠損マウスの作製を行った。このマウスに対し
社会行動試験系として用いられている three chamber test を行い、新奇社会性
を評価した。コントロールとして Oxtr fx/fx マウスの新奇社会性を評価した。
その結果、social novelty では Oxtr fx/fx マウスにおいて Stranger ケージに対
する探索時間が有意に増加したのに対し、GABA ニューロン特異的 Oxtr 欠損マ
ウスでは Familiar ケージと Stranger ケージに対する探索時間に有意な差が認
められなかった(Fig.6)。この結果より、この群では social novelty が障害されて
いることが示唆された。 





デルマウスを作製した。この AAV ベクターは反転させた Oxtr の遺伝子座を異
なる 2種類の loxP配列で挟み込んだFLEX構造を有している。この構造のため、
cre 非存在下では遺伝子座の反転が起こらず、正常なタンパク発現は引き起こさ
れないが、cre 存在下では 2 種類の loxP 配列が不可逆的に反転することで目的
の遺伝子発現が誘導される。作製した MeA:GABA ニューロン特異的 OXTR 発
現マウスに対し、同様にして新奇社会性を評価した。コントロールとして
Oxtr-/-;Vgat-IRES-cre マウスの新奇社会性を評価した。この結果、MeA:GABA
ニューロン特異的 OXTR 発現マウスでは Oxtr-/-;Vgat-IRES-cre マウスと同様
に Familiar ケージと Stranger ケージに対する探索時間に有意な差が認められ
なかった(Fig.7)。この結果より、この群では予想に反して social novelty が障害
されていることが示唆された。 
 この理由としてこれまでの行動解析の結果から MeA の GABA ニューロン以
外の OXTR 発現神ニューロンが新奇社会性に寄与している、または MeA 以外
の領域の OXTR 発現 GABA ニューロンが新奇社会性に寄与している、という可
能性を示唆しており、さらに解析を行った。 
 そこで、まず MeA に局在する Oxtr 発現性ニューロンに対し、そのニューロ
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ンサブタイプの特定を行った。Oxtr-Venus マウスを用いて GFP に対する免疫
染色によって OXTR のタンパク質発現を、in situ hybridization 法によって
GABA の合成酵素である GAD67 の mRNA 発現をそれぞれ解析したところ、
MeA の OXTR 発現ニューロンの約 3 割は GABA ニューロンであるがそれ以外
はグルタミン酸作動性など GABA 以外の神経伝達物質を介して神経活動を行っ
ていると推定された(Fig.8)。そこで GABA ニューロン以外に発現する OXTR が
新奇社会性の制御を担っている可能性について解析を行うこととした。このた
めの準備として AAV-rFLEX-Oxtr ベクターを作製することとした。このベクタ
ーは正の向きの Oxtr の遺伝子座を異なる 2 種類の loxP 配列で挟み込んだ逆
FLEX 構造を有している。この構造のため、cre 非存在下では遺伝子座の反転が
起こらず、正常なタンパク発現が誘導されるが、cre 存在下では 2 種類の loxP
配列が不可逆的に反転することで目的の遺伝子発現が引き起こされなくなる。
このAAVベクターをOxtr-/-;Vgat-IRES-creマウスのMeAにインジェクション
することで、MeA において GABA ニューロン以外のニューロンに OXTR を発
現させることが可能となる。このモデルを作製し行動試験によって新奇社会性
を評価した。その結果、MeA:非 GABA ニューロン特異的 Oxtr 発現マウスでは
Stranger ケージに対する探索時間が有意に増加した(Fig.9)。この結果より、こ
の群では social novelty が改善していることが示唆された。また、MeA での
OXTR 発現ニューロンについてさらに解析したところ、約半数がグルタミン酸




対象としてきた MeA の他に LS においても野生型マウスの社会刺激時特異的な
ニューロンの活性化を見出していた。また、先行研究において LS 特異的に Oxtr
を欠損させたマウスでも同様の行動試験によって新奇社会性の障害が報告され
ている。これらのことから、LS における OXTR 発現 GABA ニューロンが新奇
社会性の制御に寄与している可能性を考え、これを評価することとした。 
 まず、LS において OXTR が GABA ニューロンに発現する割合を測定した。
先ほどと同様に Oxtr-Venus マウスを用いて GFP に対する免疫染色によって
OXTR のタンパク質発現を、in situ hybridization 法によって GABA の合成酵
素であるGAD67のmRNA発現をそれぞれ解析したところ、LSにおいてOXTR
のほぼ全てが GABA ニューロンに発現していることが示された(Fig.11)。 
 この結果を受け、LS:GABA ニューロン特異的 OXTR 発現マウスを作製、行




ニューロン特異的 Oxtr 発現マウスでは Stranger ケージに対する探索時間が有
意に増加した(Fig.12)。この結果より、この群では social novelty が改善してい
ることが示唆された。 























































































































































































































































 前章までに OXTR が新奇社会性制御を担う脳領域および発現ニューロン種を
特定した。しかし、これら二つの領域が相互に協調して社会性の制御を行って
いるのか、またはそれぞれ独立して制御しているのかについては不明である。
この点について明らかとするため、MeA における OXTR 発現グルタミン酸ニュ

































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した










3. AAV-rFLEX-E-SARE-tdTomato ベクターのインジェクション 
 
 マウスは 10 週齢の Oxtr +/-;Vgat-IRES-cre マウスを用いた。インジェクショ
ン領域はMeAとした。bregmaからの距離はそれぞれ、x=±1.9 mm, y=-1.4 mm, 























E-SARE は最初期遺伝子である Arc のエンハンサーに基づいて発現量を大幅に
改良したプロモーターである。これにより社会刺激によって活性化した投射領
域 を 特 定 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
Oxtr+/-;Vgat-IRES-cre マウスの MeA にインジェクション後、社会刺激を行い
MeA において非 GABA ニューロン特異的に活性化した神経細胞を標識した。そ
の結果、外側手綱核(lateral habenular)、梨状皮質(piriform cortex)、黒質(substantia 



















































Fig.13 MeA における非 GABA ニューロンの投射先の解析 
 A:MeA(ウイルスインジェクション部位) 
 B: lateral habenular 
 C: piriform cortex 



















た社会刺激時の神経活性化測定によって、MeA や LS などの領域に発現する
OXTR が社会性の制御に重要である可能性が示唆された。これらの領域は以前












した。その結果、MeA 特異的 OXTR 欠損モデルでは社会性の障害が、発現モデ
ルでは社会性の回復が確認できた。この結果より MeA に発現する OXTR が社
会性の制御に重要であると示唆された。先行研究において OXT 欠損マウスの
MeA に OXT を投与することで社会性の改善が報告されていることもこの結果
を裏付けるものである[14]。また、MeA は副嗅球からの投射を直接受けている
領域であり、他個体からの嗅覚刺激を基に社会行動を制御していると考えられ
る[37]。この経路からなる社会認識制御に OXT が関わっている報告も、MeA の
OXTR が社会性に重要であることを強く示唆している。 
この結果を受けて、次に MeA の OXTR が発現するニューロン種を特定する




















2(contactin-associated protein 2 : CNTNAP2)の欠損マウスではGAD67の発現
低下やパルブアルブミン陽性ニューロンの減少が確認されている[49] [50] [51] 
[52]。同様に ASD 候補遺伝子である CADPS2 の欠損マウスでは皮質ではパル
ブアルブミン陽性ニューロンの、小脳ではプルキンエ細胞の減少がそれぞれ示
されている[53] 。 
















ことから、MeA の GABA ニューロン特異的に OXTR を導入したモデルを作製
し、社会性を評価した。しかし、このモデルでは予想に反し社会性の改善は認
められなかった。そこで MeA における Oxtr 発現性ニューロンに対し、そのニ
ューロンサブタイプの特定を行ったところ GABA ニューロンでの発現は 3 割に
























 社会的接触時の神経活性化と先行研究より、LS に発現する OXTR についても
解析を行った。共同研究先の報告より LS 特異的な OXTR 欠損マウスにおいて
も社会性の障害が観察されたことから[62]、LS に発現する OXTR もまた、MeA
と同じく社会性の制御に重要であると考えられる。免疫染色によって LS に発現
する OXTR はそのほとんどが GABA ニューロンに局在することが示された。こ
の結果より、LS の GABA ニューロン特異的に OXTR を欠損することで社会性
の障害が認められることが予想されたが、想定通りこのモデルマウスでは社会
性の異常が確認され、全脳 GABA ニューロン特異的 OXTR 欠損マウスで見られ
た社会性の障害は LS の OXTR 欠損によって引き起こされたことが強く示唆さ
れた。 













告することが出来なかったが、LS、MeA ともに OXT 産生ニューロンの発現す




































































  OXTR の欠損、機能不全が ASD 様の症状を引き起こすことは報告されてい
るが、そのメカニズムは不明である。そこで OXTR 欠損がどのようなメカニズ




































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した


















 一次抗体：rabbit anti-Iba1 antibody 1/1000 
  二次抗体： Alexa488 goat anti-rabbit IgG antibody (Thermo Fisher 
Scientific)1/1000 
 
5. Western blotting 
 
5-1. 組織のサンプリング 




 Complete protease inhibitor cocktail (Roche)を含む氷冷した Homohenize 
バッファー[0.32M sucrose,4mM HEPES and 1mM EDTA]を組織重量に対し
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10 倍量加え、ポリトロンにより組織をホモジナイズした。破砕物を 4℃、800 × 
g で 15 分間遠心し、上清を新たなマイクロチューブへと移し 4℃、9000 × g
で 15 分間遠心した。ペレットは 20 μl の resuspend バッファー[20mM 
tric-HCl,10%(w/v)sucrose]で再懸濁した。タンパク濃度は Bicinchoninic acid 
protein assay (Pierce)を用いて決定した。 
 
5-3. Western blot 法による定量解析 
 10 µg のタンパクを含む SDS サンプルバッファーを 10%アクリルアミドゲル
に供した。その後、サンプルを 100 V で 1.5 時間かけて分離した。タンパクは
PVDF 膜に 4℃、30 V で一晩転写した。メンブレンを 0.1% Tween20/ 1 × 
Tris-buffered saline (TBS, pH7.4) (TBST)で数回洗浄し、5％スキムミルク/ 1 
× TBST で 22-24℃で 30 分間ブロッキングを行った。その後、一次抗体 
anti-PSD95 rabbit antibody (Abcam, 18258)と anti-β-actin mouse antibody 
(Santa Cruz, C4)を 5%スキムミルク/ 1 × TBST でそれぞれ 1:1000、1:1000
に希釈し、4℃で一晩反応させた。1 × TBST で 5 分間 3 回洗浄し、二次抗体
anti-rabbit IgG HRP labeled (Vector, PI-1000)、anti-mouse IgG HRP labeled 
(Jackson Immunoresearch, 715-035-151)を 5%スキムミルク/ 1 × TBST でそ
れぞれ 1:1000、1:5000 に希釈し、22-24℃で 30 分間インキュベートした。1 × 
TBST で 5 分間 3 回洗浄し、その後、ペルオキシダーゼ活性を Luminata Forte 
Western chemiliminescent HRP substrate (Millipore)を用いて検出し、




 統計解析は GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software)を用いて解析
































































































































































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した
























 一次抗体：rabbit anti-Iba1 antibody 1/1000 










れの仔を発声試験用チャンバー (Metris smart chamber, Metris)に入れ、5 分間
のテストを行い超音波発声の回数と時間を評価した。超音波発声は Sonotrack 
(Metris)を用いて 200 kHz までのレートを記録し解析した。25 kHz から 100 
kHz の振幅を新生仔の超音波発声として計測した。一回も発声しなかったマウ
スのデータは評価から除外した。正常なマウスと比較して母子間のコミュニケ
ーションに異常を持つマウスは USV 回数や時間が著しく減少する。 
 
 6-2. Three-chamber test 
前章と同様にして Three-chamber test を行った。 
 
7. Western blotting 
 




 統計解析は GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software)を用いて解析





















胎児期 E15 から生後 P21 まで経母体、経口によって Minocycline の投与を行
ったマウスに対しP5においてUSV testを行ったところ、Minocycline投与Oxtr
欠損マウスでは発声回数の増加が見られた(Fig.16 B)。また、P28 において











































Fig.16  Minocycline 投与によって USV test での社会性の改善及び PSD95
の発現回復が認められた 
A: Minocycline 投与及び実験スキーム 
B:USV test 
C:PSD95 発現定量 
 WT vehicle (n=10),KO vehicle (n=10), 






























Fig.17  Minocycline投与によってThree chamber testで社会性の改善が認
められた 
A: Minocycline 投与及び実験スキーム 
B: Three chamber test 



























































































ついては、MILLI-Q REAGENT WATER SYSTEM (MILLIPORE)で作製した








 2-1.RNA 抽出 
 2-2.cDNA 合成 
 前章と同様にして RNA 抽出、cDNA 合成を行った。 
 
 2-3.定量 PCR 
 上記のように調整した cDNA を用いて Real-time PCR を行った。用いたプラ
イマーは以下の通りである。なお、Real-time PCR の装置は Thermal Cycler 
Dice Real-Time System (TaKaRa)を使用した。 
〈反応系〉 
    SYBR Premix Ex Taq II (Til RNase H Plus; TaKaRa): 10 µl 
    Primer (Forward, Reverse) (12.5 µM): それぞれ 0.8 µl 
dH₂O: 7.4 µl 
cDNA: 1 µl 





1. 95℃ 30 s 
2. 95℃ 5 s 
3. 60℃ 30 s 
4. Go to line 2 for 39 cycles 
5. 95℃ 15 s 
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6. 60℃ 30 s 





統計解析は GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software)を用いて解析
した。2 群間検定には t student 検定を用いた。多群間検定には one-way ANOVA



































て定量 PCR を行ったところ、OXTR KO マウスで CX3CL1 の発現上昇が確認
された(Fig.18 B)。このことから OXTR 欠損により CX3CL1 の発現制御に異常
をきたし、ミクログリアの活性化を引き起こしていることが示唆された。また、

























































































れる Minocycline を OXTR 欠損マウスの発生発達期に投与したところ、PSD95












量 PCR によって解析したところ、OXTR 欠損によって有意な発現増加が認めら
れた。この発現増加はMinocycline投与OXTR欠損群でも認められたことから、
Minocycline によるミクログリアの抑制は OXTR の制御とは別の経路であると




いると推測される。また、OXTR 欠損マウスでは BDNF の放出が抑制されてい
た。BDNF は神経保護的に働くミクログリアから放出される因子であることか
ら、OXTR 欠損によって神経障害的に働くミクログリアの割合が多くなってい
る可能性が考えられる。また、BDNF は kcc2 と呼ばれる Cl イオンの輸出体の
発現抑制を惹起することが報告されている[70]。当研究室の小島によって、胎児
期での OXTR の欠損が Kcc2 の発現増加を引き起こすことが示されており今回
の結果と一致する知見であると考えられる。これらの結果より遺伝的な OXTR
の欠損は胎児期において CX3CL１の発現を増加させ神経障害的に働くミクロ
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